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  هاي ثانویه کاسنی  زایی و متابولیت هاي رشد بر کالوس کننده اثر نوع ریزنمونه و تنظیم
)Cichorium intybus L.(  
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  19/12/1398یخ پذیرش: ؛ تار22/10/1397تاریخ دریافت: 
  1چکیده

ارزش است. کالوس کاسنی  هاي با یک گیاه دارویی مهم داراي متابولیت ).Cichorium intybus Lگیاه کاسنی ( سابقه و هدف:
ز هاي رشد و نوع ریزنمونه ا کننده غلظت تنظیماین گیاه باشد و   هاي ثانویه و استخراج متابولیت تواند منبع خوبی براي تولید می

هاي ثانویه  زایی و تولید متابولیت سازي کالوس هدف این پژوهش، بهینه .باشند می کاسنیعوامل اصلی اثرگذار در تولید کالوس 
  هاي رشد و نوع ریزنمونه است. کننده در گیاه کاسنی با استفاده از غلظت تنظیم

  

نفتالین استیک اسید گرم بر لیتر) و  میلی 2و  BA) (0، 5/0 ،1بنزیل آدنین (هاي رشد  کننده اثر غلظت تنظیم ها: مواد و روش
)NAA) (0 ،5/0  زایی و میزان تولید فنل و فلاونوئید  کالوسبر (دمبرگ، ساقه و برگ) نوع ریزنمونه گرم بر لیتر) و  میلی 1و

نخست سطح بذرها گرفت. مورد بررسی قرار  صورت فاکتوریل و در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار کاسنی در آزمایشی به
هفته،  5تا  4ها، پس از  سترون کشت شدند. از این گیاهچه  گیاهچه  منظور تهیه به MSسترون گردید و سپس در محیط 

هاي  ها در محیط کشت بافت گیاهی حاوي غلظت هاي برگ، دمبرگ و ساقه در شرایط سترون تهیه شد. ریزنمونه ریزنمونه
گیري صفات  هاي استریل براي اندازه دست آمده از ریزنمونه ههاي ب هفته، کالوس 4س از کشت شدند. پ NAAو   BAمختلف

تر، وزن خشک، درصد ماده خشک، محتواي آب نسبی کالوس، میزان فنل، فلاونوئید و فعالیت   زایی، وزن درصد کالوس
  اکسیدانی مورد استفاده قرار گرفتند. آنتی

  

داري را در سطح یک درصد نشان  مده از تجزیه واریانس، اثر متقابل همه تیمارها اختلاف معنیدست آ نتایج بهبر اساس  ها: یافته
گرم  میلی 1همراه با  BAگرم بر لیتر  میلی 2 تیماردمبرگ در    ل تیمارها نشان داد که ریزنمونههاي اثر متقاب مقایسه میانگین دادند.

برگ در محیط کشت   تر کالوس در ریزنمونه  ترین وزن بیشاز طرف دیگر،  زایی را داشت. ترین میزان کالوس بیش NAAبر لیتر 
ترین وزن خشک کالوس در  چنین بیش دست آمد. هم هب NAA گرم بر لیتر میلی 5/0و  BAگرم بر لیتر  میلی 5/0حاوي 

ترین  دست آمد. بیش هب NAAگرم بر لیتر  میلی 5/0 و BA گرم بر لیتر میلی 2و  1 هاي دمبرگ و ساقه در غلظت  هاي ریزنمونه
مشاهده شد.  NAAگرم بر لیتر  میلی 5/0و   BAگرم بر لیتر میلی 1 دمبرگ در غلظت  رصد ماده خشک کالوس در ریزنمونهد

تنهایی مشاهده گردید. کالوس  به BAگرم بر لیتر  میلی 5/0دمبرگ و غلظت   ان فنل و فلاونوئید در ریزنمونهترین میز بیش
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گرم بر  میلی 1و   BAگرم بر لیتر میلی 1اکسیدانی را در محیط کشت حاوي  ترین خاصیت آنتی ساقه بیش  نهیزنموتولیدشده از ر
  ، نشان داد.NAA لیتر

  

گرم  میلی 1و  BAگرم بر لیتر  میلی 2با تیمارهاي ترکیب دمبرگ بهترین ریزنمونه براي تولید کالوس در : در مجموع، گیري نتیجه
ترین میزان فنل  بیشبود. افزون بر این، تیمارهاي فوق،  NAAو بدون  BA گرم بر لیتر میلی 5/0 محیط حاوي و یا NAAبر لیتر 

   اکسیدانی هم بودند. ترین فعالیت آنتی و فلاونوئید را تولید نمودند که داراي بیش
  

  کالوس  بنزیل آدنین، فلاونوئید، فنل، نفتالین استیک، اسید  :هاي کلیدي واژه
  

  همقدم
گیاهی  ).Cichorium intybus L( گیاه کاسنی

ریشه، برگ باشد.  می 1آستراسهعلفی و پایا از خانواده 
مهمی مانند  هاي ثانویه متابولیتو بذر آن حاوي 

هاي تلخ  لاکتون ترپن،   اینولین، کومارین، سزکوئی
در صنایع ها و فلاونوئید است که  (لاکتوکسین)، فنل

و  دهایفلاونوئ. )23( شوند می غذایی و دارویی استفاده
علت  بههاي ثانویه هستند که  متابولیتهاي فنولی دیاس

دارا بودن گروه هیدروکسیل در ساختار خود و کمک 
هاي اکسیداتیو  به سیستم دفاعی در مقابله با آسیب

باشد  هاي آزاد اکسیژن، بسیار مهم می ناشی از رادیکال
 پاداکسایندگی داراي خاصیتو به این دلیل این گیاه 

  است.
هاي ثانویه،  هاي تولید متابولیت یکی از روش

گیري از سیستم کشت بافت گیاهی و تولید  بهره
تأثیر عوامل محیطی قرار  باشد که تحت کالوس می

هاي پارانشیمی  گیرد. کالوس یک بافت از سلول نمی
هاي  ال تقسیم است که در کشتشکل در ح بی

شود.  هاي زخمی شروع می اي از ریزنمونه شیشه درون
در اغلب موارد، فرآیندي که در ناحیه سطح زخم رخ 

دهد، ترکیبی از تقسیم سلولی و تقویت دیواره  می
شیمیایی - هاي زیست سلولی است که اکثر فعالیت

فنلی است که  هاي ترکیب تولیدبراي درمان این زخم، 
دیواره سلولی را از طریق القاي مسیر فنیل 
                                                
1- Asteraceae 

). کشت کالوس 18کند ( قویت میپروپانوئیدي ت
فنولی  هاي ترکیبطور یک منبع غنی از  تواند به می

اکسیدانی طبیعی باشد، دستکاري  داراي فعالیت آنتی
هاي  کننده محیط کشت بافت گیاهی با افزودن تنظیم

کشت کالوس  تواند تولید فنل را در رشد گیاهی می
  ).11افزایش دهد (

بافت براي تولید  مطالعات بسیاري از طریق کشت
هاي  آزمایشهاي ثانویه انجام شده است.  متابولیت

ي هیدروالکلی برگ کاسنی  شیمیایی روي عصاره-گیاه
ها داراي مقادیر بالاي فلانوئید کل و  نشان داد که برگ

عصاره کاسنی خسارت ناشی از  فنولیک هستند.اسید 
دهد و از تنش  را کاهش می پراکسید هیدروژن

مقایسه ترکیبات فنلی ). 3کند ( جلوگیري میاکسیداتیو 
و فلاونوئیدي برگ و کالوس استویا نشان داد که 
محتواي کل ترکیبات فنلی و فلاونوئید در کالوس 

چنین عصاره متانولی  ها است هم تر از برگ بیش
  درصد مهار رادیکال آزاد بالایی را نشان داد  کالوس

 ).31و  1(

  رشد گیاهی نقش  هاي کننده استفاده از تنظیم
هاي گیاهی دارد.  مهمی در رشد و توسعه سیستم

 تولیدهاي رشد گیاهی مسئول  کننده چنین تنظیم هم
هاي گیاهی و کشت  هاي ثانویه در سلول متابولیت

ها و  بافت هستند. در حقیقت، نوع و نسبت اکسین
ها نقش مهمی در رشد و تشکیل  سیتوکینین
ها  رسد اکسین نظر می هاي گیاهان دارد. به متابولیت
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هاي کشت شده است،  عامل اصلی کنترل رشد بافت
گیري  شکل  ها بسته به که اثر سیتوکینین در حالی

هاي گیاهی مربوطه متفاوت  متابولیسم ثانویه و گونه
  ).24است (

 اي شیشه هاي درون ات متعددي در زمینه کشتمطالع
و  هاي مختلف رشد اکسین کننده سازي تنظیم و بهینه

سیتوکینین در القاي کالوس در گیاه کاسنی انجام 
   NAA1 ،KIN2گرفته است. براي نمونه استفاده 

) و 9هاي برگ و دمبرگ ( در ریزنمونه BA3و 
برگ، کوتیلیدون، هیپوکوتیل و هاي  چنین ریزنمونه هم

، IAA4 ،IBA5 ،NAA6 هاي حاوي ریشه روي محیط
2,4-D7  وBAP8 )32از علاوه استفاده  ) بهIAA ،

BA  وKIN )26،(BA  وNAA )2  با استفاده 25و (
هاي  کننده اي از کاربرد تنظیم برگ نمونه  از ریزنمونه

ورت گرفته اي ص شیشه رشد در محیط کشت درون
نشان داد که میزان ها  است. نتایج این پژوهش

این تفاوت در القاي  .دهی متفاوت است کالوس
علت  کن است بههاي مختلف مم کالوس در ریزنمونه

ژنوتیپ، نوع و منبع تهیه ریزنمونه و غلظت بهینه 
چنین تأثیر  ها مورد استفاده، هم کننده ها و تنظیم ترکیب
هاي  هاي رشد خارجی بر غلظت هورمون کننده تنظیم

 ).28و  17ها باشد ( درونی و برهمکنش آن
دلیل اهمیت ترکیبات ثانویه گیاهان و کاربرد این  به

هاي  صنایع مختلف استفاده از روش ترکیبات در
جدید براي تولید اقتصادي این ترکیبات داراي اهمیت 

اي یک روش مناسب و مهم  شیشه است. کشت درون
هاي ثانویه با ارزش در اکثر  براي تولید متابولیت

زیکی و شیمیایی شده فی گیاهان تحت شرایط کنترل
                                                
1- 1-Naphthaleneacetic acid 
2- Kinetin 
3- 6-benzyladenine 
4- Indole-3-acetic acid 
5- Indole-3-butyric acid 
6- 1-naphthaleneacetic acid 
7- 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 
8- 6-Benzylaminopurine 

 زایی سازي کالوس حاضر بهینه است. هدف از پژوهش
هاي ثانویه در گیاه دارویی کاسنی  و تولید متابولیت

) و NAAو  BAهاي رشد ( کننده تأثیر تنظیم تحت
هاي برگ، دمبرگ و ساقه در محیط  ریزنمونه

  باشد. ) می21موراشیک و اسکوك (
  

 ها مواد و روش
بذر گیاه کاسنی از تهیه و استریل مواد گیاهی: 

منظور تهیه  هشرکت پاکان بذر اصفهان تهیه گردید. ب
گیاهچه استریل، بذرهاي کاسنی جهت ضدعفونی، 

ساعت در آب خیسانده شدند و  12مدت  نخست به
سپس زیر آب جاري شسته و در شرایط استریل 

درصد قرار گرفت و پس  70ثانیه در الکل  90مدت  به
 5از شستشو با آب مقطر استریل با هیپوکلرید سدیم 

گردیدند. در پایان  دقیقه ضدعفونی 30مدت  درصد به
  چند مرتبه با آب مقطر استریل شستشو شدند.

بذرهاي ضدعفونی شده در محیط کشت کشت بذر: 
MS9 2/1  درصد آگار  8/0درصد ساکارز و  3حاوي

محیط  pHگرم اینوزیتول کشت شده و  1/0به اضافه 
با استفاده از سدیم هیدروکسید و  6/5-8/5کشت بین 

هاي کشت  تنظیم شد. محیطنرمال  1اسید کلریدریک 
 121دقیقه در دماي  20مدت  براي استریل شدن به

شده  هاي کشت گراد اتوکلاو شدند. محیط درجه سانتی
 16گراد و شرایط نوري  سانتی  درجه 25±2در دماي 

 ساعت تاریکی نگهداري شدند. 8ساعت روشنایی و 

 30±5پس از گذشت القاي کالوس در گیاه کاسنی: 
ها  ها به حد کافی رشد کردند، از آن هچهروز که گیا

). 1 هاي برگ، دمبرگ و ساقه تهیه شد (شکل ریزنمونه
متر برش داده شدند و  یک سانتی  ها به اندازه ریزنمونه

زایی در محیط کشت  سازي محیط کالوس براي بهینه
MS هاي مختلف تیماري بنزیل  حاوي ترکیب غلظت

گرم  میلی 2و  1، 5/0، 0هاي ( ) با غلظتBAآدنین (
                                                
9- Murashige and Skoog 
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هاي  ) با غلظتNAAنفتالین استیک (اسید بر لیتر) و 
گرم بر لیتر) با سه تکرار و در هر  میلی 1و  5/0، 0(

 25±2ریزنمونه کشت گردید. و در دماي  6تکرار 
  ساعت روشنایی و  16گراد و شرایط  درجه سانتی

ساعت تاریکی قرار داده شدند. صفات درصد  8
تر، وزن خشک، درصد ماده خشک،  زایی، وزن  کالوس

محتواي آب نسبی کالوس، میزان فنل، فلاونوئید و 
گیري شدند. آزمایش  اکسیدانی اندازه فعالیت آنتی

تصادفی اجرا  صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً به
مورد تجزیه  SASافزار  ها توسط نرم گردید. داده

تحلیل قرار گرفت و براي انجام آزمون مقایسه 
اي دانکن با سطح  دامنه ها از آزمون چند انگینمی

ها با  احتمال پنج درصد استفاده شد. همبستگی داده
چنین نمودار مقایسه  انجام شد، هم SPSSافزار  نرم

  افزار اکسل رسم شد. میانگین با نرم

  

  
  . روز 30±5ت پس از گذش MSاي در محیط  شیشه شده کاسنی در شرایط درونهاي بذري تولید گیاهچه -1شکل 

Fig. 1. Seedlings of chicory produced at in vitro conditions in MS medium after 30 ± 5 days.  
  

 01/0ها با ترازوي دیجیتال با دقت  تر کالوس  وزن
گیري وزن خشک  گیري شد. براي اندازه گرم اندازه

درجه  60ساعت در آون با دماي  24مدت  ها به کالوس
گرم  01/0اد قرار گرفتند و سپس با ترازوي گر سانتی
 گیري شدند. اندازه

  
  )30گیري محتواي آب نسبی ( اندازه

  

)1(  100×  
  وزن تر - وزن خشک 

=  
گیري  اندازه

محتواي 
  وزن خشک  آب نسبی

  
  درصد ماده خشک

  

)2(  100×  
  وزن خشک

  درصد ماده خشک  =
   وزن تر

  

 5لوس تر با گرم کا 5/0متانولی:   تهیه عصاره
درصد در داخل هاون کوبیده شده،  80لیتر متانول  میلی

ساعت روي شیکر شرکت فن  24مدت  پس از آن به
) در شرایط تاریکی قرار TM52Eآزما گستر مدل (

دقیقه  15مدت  دور به 3500گرفت. سپس در 
گیري  سانتریفوژ شد و از محلول رویی براي اندازه

اکسیدانی استفاده  لیت آنتیمیزان فنل، فلاونوئید و فعا
  شد.

گیري فلاونوئید  اندازهگیري محتواي فلاونوئید:  اندازه
سی  سی 5/0) انجام شد. 5به روش آلومینیوم کلراید (

سی  سی 1/0سی متانول،  سی 5/1از عصاره متانولی، 
سی استات  سی 1/0درصد،  10آلومینیوم کلراید 

  سی آب مقطر  سی 8/2پتاسیم یک مولار و 
خلوط شدند. محلول حاصل نیم ساعت در تاریکی م

  نانومتر توسط  415قرار گرفته و در طول موج 
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مدل  Analytic Jenaاسپکتروفتومتر دستگاه 
)SPEKOL 2000 (.ها با  غلظت نمونه خوانده شد

 دست آمد. استفاده از منحنی استاندارد کوئرسیتین به

روش گیري فنل کل از  جهت اندازهگیري فنل:  اندازه
سی عصاره  سی 5/0). 6فولین سیوکالتیو استفاده شد (

 10به  1سی فولین سیوکالتیو ( سی 5دست آمده با  به
سی  سی 4رقیق شده با آب مقطر) مخلوط گردید و 

کربنات سدیم یک مولار اضافه شد. محلول حاصل 
دقیقه در تاریکی قرار داده شد. سپس میزان فنل  15

نانومتر با  765ل موج ها در طو کل از جذب نمونه
 Analytic Jenaاسپکتروفتومتر استفاده از دستگاه 

گالیک اسید و استاندارد ) SPEKOL 2000مدل (
  دست آمد. به

سی  سی 1 ):6(گیري درصد مهار رادیکال آزاد  اندازه
اضافه کرده  DPPHسی  سی 1از عصاره متانولی را به 

ریک دقیقه در محیط تا 30مدت  ها به و سپس نمونه

 517نگهداري شدند. میزان جذب در طول موج 
 Analytic Jenaنانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر 

   ) خوانده شد.SPEKOL 2000مدل (
  

)3(   AC- AS/AC * 100 درصد مهار رادیکال آزاد = 

  
  نتایج و بحث

آماري نشان داد  نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل
 BAو  NAA هاي هاي مختلف ترکیب که اثر غلظت

مورد استفاده (برگ، دمبرگ و ساقه)   و نوع ریزنمونه
زایی،  ها بر صفات درصد کالوس و اثر متقابل بین آن

وزن تر، وزن خشک، درصد ماده خشک کالوس، 
محتواي آب نسبی کالوس، فنل، فلاونوئید و فعالیت 

دار شد  درصد معنی 1 اکسیدانی در سطح احتمال  آنتی
 ).1(جدول 

  
  کننده و ریزنمونه بر برخی صفات کالوس گیاه کاسنی. نتایج آنالیز واریانس اثر نوع تنظیم -1جدول 

Table 1. Analysis of variance of the effect of type of regulator and explant on some of the chicory's callus traits. 

  منابع تغییرات
Source of variations  

درجه 
  آزادي

df 

  گین مربعاتمیان
Means of square 

  دهی کالوس درصد
Percent of 

callus formation 

  وزن تر
Fresh 

weight 

وزن 
  خشک
Dry 

weight 

درصد ماده 
  خشک

Percent of 
dry matter 

محتواي آب 
  نسبی

Relative 
water content 

  فنل
Phenol  

  فلاونوئید
Flavonoid 

فعالیت 
  اکسیدانی آنتی

Antioxidant 
activity 

  ریزنمونه
Explant 

2 4628.8** 7.22** 0.015** 0.14ns 1392844.33** 1.5** 0.1** 4702.52** 

  کننده رشد تنظیم
Regulator  

11 12993.73** 29.5** 0.108** 97.85** 3244704.4** 2.53** 0.2** 8214.58** 

  کننده رشد تنظیم ×ریزنمونه 
Regulator × Explant 

22 750.37** 8.71** 0.027** 30.47** 1032669.37** 0.37** 0.029** 1268.34** 

  خطا
Error 

72 1.07 0.036 0.00007 0.12 2.35 0.028 0.0006 78.96 

  (%) ضریب تغییرات
CV (%) 

 1.92 8.44 5.78 8.30 0.19 18/14 9.19 16.57 

ns  داري در سطح یک درصد داري و معنی ترتیب غیرمعنی به **و .  
ns, ** non-significant and significant at 1% level.  
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  و ریزنمونه  BAو  NAAهاي متفاوت  نسبتاثر 
مقایسه میانگین اثر متقابل  بر تولید کالوس:

هاي رشد و نوع ریزنمونه در تمامی  کننده تنظیم
هاي برگ، دمبرگ و ساقه در محیط کشت  ریزنمونه

 5/0 همراه با BAگرم بر لیتر  میلی 5/0حاوي تیمار 
دهی را  درصد کالوس NAA 100گرم بر لیتر  میلی

چنین در محیط کشت  ). هم3نشان دادند (شکل 
 1همراه با  BAگرم بر لیتر  میلی 1 ماریتحاوي 

 BAگرم بر لیتر  میلی 2و  NAA گرم بر لیتر میلی
هاي  در ریزنمونه NAA گرم بر لیتر میلی 5/0همراه با 

درصد بود.  100دهی  ساقه و دمبرگ میزان کالوس
دهی در محیط کشت  درصد کالوس 100علاوه  به

گرم بر  میلی 1 همراه با BAگرم بر لیتر  میلی 2حاوي 
 5/0همراه با  BAگرم بر لیتر  میلی 1 و NAAلیتر 
دمبرگ مشاهده   در ریزنمونه NAAگرم بر لیتر  میلی

شد که از نظر آماري در یک گروه قرار گرفتند و با 
داشتند. با توجه به نتایج مقایسه هم اختلافی ن

در تشکیل  BAو  NAAها وجود هر دو  میانگین
 BAدر کنار  NAAکالوس مؤثر است، اضافه کردن 

بدون  يمارهایدر تشود.  زایی می باعث افزایش کالوس
 يالقا چیه   زنمونهیهر سه ر يرشد برا  کننده میتنظ

دهد که داشتن  . این نشان مینشد دهید یکالوس
هاي رشد در محیط کشت بافت براي  کننده یمتنظ

فراهم نمودن شرایط مناسب جهت تحریک و تسریع 
 .تقسیم سلولی ضروري است

زایی گیاه کاسنی در  هایی مبنی بر کالوس گزارش
زایی  کالوس ها وجود دارد. حضور اکسین و سیتوکینین

هاي  کننده هاي مختلف تنظیم گیاه کاسنی در غلظت
   (کینیتین) با دو ریزنمونه Kinو  NAA ،BAرشد 

ها  گرفت، نتایج آنبرگ و دمبرگ مورد بررسی قرار 
هاي مختلف  هاي کشت با ترکیب محیط  نشان داد همه

BA  و NAAبرگ و دمبرگ   در هر دو ریزنمونه

). براساس 9درصد شدند ( 100زایی  موجب کالوس
دست آمده در پژوهش حاضر و کارهاي مشابه  نتایج به

ان به این نتیجه رسید که گیاه کاسنی به تو می
به خوبی NAA و  BAهاي مختلف  تیمارهاي ترکیب

بهترین  NAAدهد. گفته شده است که  پاسخ می
در گیاه   BAاکسین براي القاي کالوس در ترکیب با

 1(بیش از  NAAهاي بالاتر  کاسنی است و غلظت
باعث افزایش  BAگرم بر لیتر) در ترکیب با  میلی
 ساخت). 32شود ( دهی در کاسنی می ان کالوسمیز

DNA شود غلظت  در حضور اکسین انجام می
توجهی  سیتوکینین درونی قبل از میتوز به اوج قابل

رسد که نقش مهم آن را در چرخه سلولی و میتوز  می
چنین اکسین موجب تجمع  ). هم22دهد ( نشان می

شود و براي  پروتئین کیناز در چرخه سلولی می
سازي این پروتئین سیتوکینین لازم است که باعث  لفعا

فعال شدن چرخه سلولی و تحریک تقسیم سلولی پینه 
   ).27و  20شوند ( می

تر از  دمبرگ بیش  زایی در ریزنمونه درصد کالوس
). در این 3(شکل  هاي ساقه و برگ بود ریزنمونه
  اي  شیشه هاي درون ها از گیاهچه ریزنمونه پژوهش

دهی را نشان دادند.  و درصد بالاي کالوستهیه شدند 
 هاي مختلف گیاهان ی روي ریزنمونههای پژوهش

Echinacea purpurea L.  )33 و (Arctium 

lappa L. )14کاسنی مبنی بر انتخاب   ) از خانواده
زایی انجام شده این  مناسب جهت کالوس  ریزنمونه
قاي ها نشان دادند که نوع ریزنمونه در میزان ال پژوهش

  هاي گیاهی در غشا یا  کالوس مؤثر است. بافت
هاي مخصوص براي  درون سیتوپلاسم داراي گیرنده

هاي درونی  و سطح هورمون )20ها هستند ( هورمون
). به همین دلیل 12ها متفاوت است ( در ریزنمونه

دهی متفاوتی را نشان  هاي مختلف کالوس ریزنمونه
  دادند.
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دهی را نشان  کالوس داز بین تیمارها که صد در ص
 1در ترکیب با  BAگرم بر لیتر  میلی 2دادند غلظت 

توان ترکیب مناسب  را می NAAگرم بر لیتر  میلی
  ) و در 2دهی معرفی کرد (شکل  براي کالوس
زایی صد درصد  هاي تیماري که کالوس سایر ترکیب

  زایی دیده شد است و با توجه  بود، باززایی و ریشه
  دهی  ا تعیین تیمار مناسب کالوسکه هدف م به این

  تواند بهترین ترکیب  بود این ترکیب تیماري می
دمبرگ کاسنی باشد   ي دهی در ریزنمونه براي کالوس

  ).3(شکل 
  

 petioleدمبرگ

  

 stemساقه

  

leave برگ

 
  . )NAAبر لیتر گرم  میلی BA +1 گرم بر لیتر  میلی 2هاي گیاه کاسنی ( هاي حاصل از ریزنمونه کالوس -2شکل 

Fig. 2. Calluses derived from chicory explants (2 mg/l BA + 1 mg/l NAA).  

  

  
 گرم بر لیتر) (میلی NAAو  BAهاي  غلظت

Concentrations of BA and NAA mg/L) 
  

 . هاي دمبرگ، ساقه و برگ گیاه کاسنی ریزنمونه دهی کالوس درصد تیک برنفتالین اساسید مقایسه میانگین اثر متقابل بنزیل آدنین و  - 3شکل 
Fig. 3. Mean comparison of BA and NAA interaction on percent of callus formation of explants petiole, stem 
and leave of chicory.  

  
بررسی وزن تر، خشک، درصد ماده خشک و 

اثر   یج مقایسه میانگیننتادرصد آب نسبی کالوس: 
هاي رشد و نوع ریزنمونه نشان داد  کننده متقابل تنظیم

 MSتر کالوس در محیط کشت  ترین وزن  که بیش

 5/0به همراه  BAگرم بر لیتر  میلی 5/0حاوي 
 BAگرم بر لیتر  میلی 2و  NAAگرم بر لیتر  میلی

چنین در  و هم NAAگرم بر لیتر  میلی 5/0همراه با 
گرم بر لیتر  میلی 5/0و  BAگرم بر لیتر  میلی 1غلظت 
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NAA هاي برگ، دمبرگ و ساقه  ترتیب در ریزنمونه به
بود که از نظر آماري در یک گروه آماري قرار گرفتند 

، الف). 4داري را نشان ندادند (شکل  و تفاوت معنی
میزان  NAAتنها بدون کاربرد  BAهاي  در غلظت

وزن تر و خشک در هر سه ریزنمونه پایین بود که با 
ها  مقدار آن NAAدر ترکیب با  BAافزایش مقدار 

ترین مقدار وزن خشک کالوس  افزایش پیدا کرد. بیش
 5/0و BA گرم بر لیتر  میلی 1و  2در تیمارهاي 

هاي دمبرگ و  در ریزنمونه NAA گرم بر لیتر میلی
ب)، که با هم در یک ، 4ساقه مشاهده شد (شکل 

ها  داري در آن گروه آماري قرار دارند و اختلاف معنی
  مشاهده نشد.

عنوان  طور گسترده به تر و خشک کالوس به وزن 
گیري قرار  ها مورد اندازه معیاري از رشد کالوس

). بالاترین میزان رشد کالوس در 16گیرد ( می

 5/0و  BAگرم بر لیتر  میلی 2و  1هاي  غلظت
هاي دمبرگ و  در ریزنمونهNAA گرم بر لیتر  میلی

ترین میزان  ها داراي بیش باشد این غلظت ساقه می
 وزن تر و خشک کالوس هستند. 

هاي  کننده نتایج مقایسه میانگین اثر متقابل تنظیم
ترین  این است که بیش بیانگررشد و نوع ریزنمونه 

 1درصد ماده خشک کالوس مربوط به تیمارهاي 
در NAA گرم بر لیتر  میلی 5/0و  BAبر لیتر  گرم میلی

و بدون  BAگرم بر لیتر  میلی 5/0دمبرگ و   ریزنمونه
باشد که در یک  برگ می  در ریزنمونه NAAکاربرد 

وه علا به ، الف).5گروه آماري قرار داشتند (شکل 
دمبرگ در محیط کشت   نتایج نشان داد که ریزنمونه

و غلظت  NAAیتر گرم بر ل میلی 5/0حاوي تیمار 
ترین درصد آب نسبی کالوس را دارد  بیش BAصفر 

  ).، ب5(شکل 
  

  
  

  .هاي دمبرگ، ساقه و برگ کاسنی نفتالین استیک بر وزن تر (الف) و وزن خشک (ب) ریزنمونهاسید مقایسه میانگین اثر بنزیل آدنین و  -4 شکل
Fig. 4. Mean comparison of BA and NAA effect on fresh weight (a) and dry weight (b) explants petiole, stem 
and leave of chicory. 
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هاي  نفتالین استیک بر درصد ماده خشک (الف) و محتواي آب نسبی (ب) ریزنمونهاسید مقایسه میانگین اثر بنزیل آدنین و  -5 شکل
  . دمبرگ، ساقه و برگ کاسنی

Fig. 5. Mean comparison of BA and NAA effect on percent of dry matter (a) and relative water content (b) 
explants petiole, stem and leave of chicor.  

  
 اکسیدانی بررسی میزان فنل، فلاونوئید و فعالیت آنتی

نتایج مقایسه میانگین اثرات متقابل کالوس: 
ه دهد ک هاي رشد و نوع ریزنمونه نشان می کننده تنظیم

ترکیبات تیماري مختلف اثرات متفاوتی بر میزان فنل 
ترین میزان فنل  که بیش طوري کالوس داشتند، به

گرم بر گرم وزن تر در محیط کشت  میلی 97/1کالوس 
MS  گرم بر لیتر  میلی 5/0حاوي BA و بدونNAA 

. ، الف)6دست آمد (شکل  دمبرگ به  در ریزنمونه
اي تیماري اثرات ه هاي مختلف ترکیب کاربرد غلظت

گذارد. در  هاي فنلی می ترکیب تولیدمختلفی روي 
دمبرگ   هاي فنلی در ریزنمونه اضر ترکیبپژوهش ح

بهترین شده است.  ساختهها  تر از سایر ریزنمونه بیش
فنلی و فلاونوئید را در چاي  هاي ترکیبمیزان تولید 

)، در محیط حاوي lavandulifolia Stachys( کوهی
BA هایی و بدون حضور تن بهNAA  اعلام کردند که

 ).19با نتایج حاضر در یک راستا هستند (

  

هاي رشد و  کننده علاوه نتایج اثر متقابل تنظیم به
ترین مقدار فلاونوئید کالوس در  نوع ریزنمونه بیش

و بدون  BAگرم بر لیتر  میلی 5/0محیط حاوي 
دمبرگ مشاهده شد   ، در ریزنمونهNAAحضور 
  ، ب).6(شکل 

نوع و غلظت اکسین و سیتوکینین یا نسبت اکسین 
طور چشمگیري رشد کالوس و تولید  هبه سیتوکینین ب

هاي گیاهی  هاي ثانویه را در کشت سلول متابولیت
هاي ثانویه  متابولیت ساخت ).34و  15دهد ( تغییر می

یولوژیکی گیاهی به شرایط محیط کشت، سن فیز
ده، میزان تکامل و تمایز کننریزنمونه، نوع بافت تولید

هاي تمایز نیافته قابلیت  ). سلول34آن بستگی دارد (
هاي  و تجمع متابولیت ساختلازم را براي  تولید

ها از عوامل مؤثر در تمایز  ثانویه را ندارند. هورمون
ها  هستند. بنابراین تیماري که باعث تمایز سلول

هاي  شود در فعال کردن مسیرهاي ساخت آنزیم می
). با توجه 10کنند ( دخیل در این مسیرها بهتر عمل می
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ترین  ) بیش6ها (شکل  داده  به نتایج مقایسه میانگین
حاوي  MSمیزان فنل و فلاونوئید کالوس در محیط 

و بدون  BAگرم بر لیتر  میلی 5/0ترکیب تیماري 
توان گفت  مشاهده گردید. بنابراین می NAAکاربرد 

هاي کالوس نقش داشته  لدر تمایزیابی سلو BAکه 
هاي ثانویه مؤثر بوده است.  در تولید متابولیتاست و 

کار برده شده در غلظت پایین باعث فعال  سیتوکینین به
هاي مربوط به تولید  و آنزیم ساختکردن مسیرهاي 

ده است. احتمالاً با تغییر غلظت فنل و فلاونوئید ش
 تولید هاي رشد میزان فعالیت یا میزان کننده تنظیم
هایی که در مسیر آنابولیسم و کاتابولیسم  آنزیم

وجود کند.  فنلی شرکت دارند نیز تغییر می هاي ترکیب
اکسین و سیتوکینین براي تولید آرتیمیزینین در 

 2بود که در محیط حاوي مؤثر هاي درمنه  کالوس
 NAAگرم بر لیتر  میلی 2 و BAگرم بر لیتر  میلی

رین محتواي فنلی در ت ). بیش34( افزایش یافت
 در گیاه BAPو  NAAهاي محیط حاوي  کالوس

)Justicia gendarussa( ) 4مشاهده شد.(  
هاي ثانویه نقش  متابولیت تولیدنوع بافت هم در 

ترین میزان فنل و  دمبرگ داراي بیش  دارد، ریزنمونه
ترین مقدار  ، بیش7فلاونوئید است. در بررسی شکل 

 MSالوس در محیط کشت اکسیدانی ک فعالیت آنتی
 1همراه  به BAگرم بر لیتر  میلی 1 حاوي تیمارهاي

 BAگرم بر لیتر  میلی 2و  NAAگرم بر لیتر  میلی
ترتیب در  به NAAگرم بر لیتر  میلی 5/0همراه  به

ي ساقه و دمبرگ بود که با هم از نظر  ها ریزنمونه
هاي آزاد  رادیکال). 7آماري اختلافی نداشتند (شکل 

هاي  عنوان محصولات جانبی واکنش داخل سلول بهدر 
  گردند، علاوه بر آن در گیاهان  متابولیک تولید می

  توانند  شوند که می در پاسخ به تنش نیز تولید می
ها، لیپیدها،  هاي زیستی مانند پروتئین با مولکول

ها و اسیدهاي نوکلئیک وارد واکنش شده  کربوهیدرات
آسیب به غشاء، تجزیه ها،  و سبب تخریب پروتئین

). 8( شوند DNAساکاریدها و ایجاد جهش در  پلی
هاي رشد به محیط کشت یک  کننده اضافه کردن تنظیم

آورد، گیاه در برابر  ها به وجود می نوع تنش در کالوس
هاي آنزیمی و غیرآنزیمی  تنش ایجاد شده از سیستم

هاي  کند. ترکیب براي از بین بردن تنش استفاده می
هاي  هاي غیرآنزیمی هستند و گونه ی جز سیستمفنل

 ساخت). 13برد ( فعال اکسیژن را در گیاه از بین می
  زا  هاي ثانویه در پاسخ به شرایط تنش متابولیت

ساختار سلولی را در برابر اکسیداسیون محافظت 
 ).7کند ( می

هاي  اکسیدانی در ریزنمونه درصد فعالیت آنتی
اکسیدانی  ن فعالیت آنتیتری مختلف متفاوت بود بیش

برگ   ترین مقدار در ریزنمونه در ساقه و دمبرگ و کم
مشاهده شد. نتایج این مطالعه همبستگی مثبت و 

اکسیدانی و محتواي فنل  فعالیت آنتیداري را بین  معنی
نتایج ). 2و فلاونوئیدي تیمارها نشان داد (جدول 

لیت هاي فنلی و فعا بررسی همبستگی بین ترکیب
 gnaphalodesعلف هیضه (  اکسیدانی عصاره تیآن

Pulicaria( هاي فنلی  نشان داد که بین مقدار ترکیب
اکسیدانی همبستگی مثبتی وجود دارد  و فعالیت آنتی

)29.(  
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  . دمبرگ، ساقه و برگ کاسنی هاي نفتالین استیک بر میزان فنل (الف) و فلاونوئید (ب) ریزنمونهاسید مقایسه میانگین اثر بنزیل آدنین و  - 6شکل 
Fig. 6. Mean comparison of BA and NAA effect on the amount of phenol (a) and Flavonoid (b) explants petiole, 
stem and leave of chicory.  

  
  

  
  

 گرم بر لیتر) (میلی NAAو  BA  هاي غلظت

concentrations of BA and NAA (mg/L) 
  

  . هاي دمبرگ، ساقه و برگ کاسنی اکسیدانی ریزنمونه نفتالین استیک بر خاصیت آنتیاسید مقایسه میانگین اثر بنزیل آدنین و  -7شکل 
Fig. 7. Mean comparison of BA and NAA effect on the Antioxidant properties of explants petiole, stem and 
leave of chicory.  

  
، ضریب همبستگی بین 2با توجه به جدول 

دار شده و رابطه  صفات در سطح یک درصد معنی
دهد. از این جدول  مثبت بین صفات را نشان می

توان دریافت که تولید مقدار مناسب از فنل و  می
اکسیدانی ریزنمونه و دفع  فلاونوئید، سبب فعالیت آنتی

نه فرصتی را براي ها گردید. در نتیجه ریزنمو اکسیدان
تر با افزایش رطوبت  تولید کالوس و افزایش وزن 

نسبی و افزایش ماده خشک خود براي بالا بردن وزن 
  خشک پیدا کرد.
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  . ضریب همبستگی صفات کالوس گیاه کاسنی -2جدول 
Table 2. Correlation coefficient of chicory callus traits.  

(8) (7) (6) (5) (4) (3) (2) (1)   

       1 
 دهی درصد کالوس )1(

Percent of callus formation 

       1 0.706** 
 تر وزن  )2(

Fresh weight 

     1 0.947** 0.736** 
 ) وزن خشک3(

Dry weight 

    1 0.766** 0.557** 0.502** 
 ) درصد ماده خشک4(

Percent of dry matter 

    1 0.638** 0.913** 0.945** 0.633** 
 ) درصد آب نسبی5(

Relative water conten  

   1 0.612** 0.643** 0.615** 0.546** 0.619** 
 ) فنل6(

phenol 

  1 0.943** 0.661** 0.668** 0.685** 0.613** 0.674** 
 ) فلاونوئید7(

Flavonoid 

 اکسیدان ) آنتی8( **0.638 **0.656 **0.722 **0.675 **0.705 **0.903 **0.96 1
Antioxidant 

  . دار در سطح احتمال یک درصد معنی **
** significant at 1% level.  

  
  گیري کلی نتیجه

کلی نشان داد که  طور حاضر به نتایج پژوهش
زایی مانند درصد القاي کالوس،  صفات مختلف کالوس

وزن تر کالوس، وزن خشک کالوس، درصد ماده 
خشک، محتواي آب نسبی کالوس، میزان فنل، 

اکسیدانی در هر ریزنمونه به  فلاونوئید و فعالیت آنتی
هاي رشد پاسخ  کننده ترکیب، نسبت و غلظت تنظیم

هاي ساقه و  دهند. در ریزنمونه متفاوتی نشان می
ها  غیر از تیمار بدون هورمون در همه غلظت دمبرگ به

 NAAو  BAترکیب زایی مشاهده شد.  کالوس
کالوس در  تواند تیمار مناسب جهت القاي می

زایی  کل درصد کالوسدر هاي کاسنی باشد.  ریزنمونه
هاي از ساقه و  تر ریزنمونه دمبرگ بیش  در ریزنمونه

  برگ بود.
ترین میزان فنل و فلاونوئید در محیط حاوي  بیش

در  NAAو بدون کاربرد  BAگرم بر لیتر  میلی 5/0

هاي  کننده دمبرگ مشاهده شد. تنظیم  کالوس ریزنمونه
هاي گروه اکسین و  خصوص هورمون هگیاهی و ب رشد

سیتوکینین نقش بسیار مهمی در کنترل تقسیم و تمایز 
توان گفت که  هاي گیاهی بر عهده دارند، می سلول
BA بوده است.  مؤثرهاي کالوس  در تمایز سلول

کار رفته در  اي رشد بهه کننده تیمارهاي حاوي تنظیم
میزان فنل و ترین  دمبرگ داراي بیش  ریزنمونه

هاي  فلاونوئید است و با توجه به بالا بودن فعالیت
اکسیدانی در این تیمارها و وجود همبستگی مثبت  آنتی

توان آن را مربوط به تولید  ها، می دار بین آن و معنی
هاي این گیاه  لهاي فنلی و فلاونوئیدي در سلو ترکیب

ید ساقه نشان داد که میزان فلاونوئ  دانست. ریزنمونه
داري با هم ندارند  هاي مختلف تفاوت معنی در غلظت

اکسیدانی  توان دریافت که افزایش فعالیت آنتی و می
  نتیجه افزایش میزان فنل است.
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